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Resumen

Introduccion: La obesidad es uno de los mayores factores de riesgo para la resistencia
a la insulina y la aparicién de la diabetes tipo 2. Las proteinas Sirtruinas, entre ellas la
Sirtruina 1 (Sirt 1), tiene la capacidad de inhibir la expresion de los genes controlados
por el receptor nuclear PPARy promoviendo la movilizacién de los dcidos grasos desde el
adipocito y evitando su almacenamiento.

Objetivo: El proposito de este trabajo es evaluar la capacidad del Resveratrol como agente
lipolitico en células adiposas diferenciadas.

Materiales y métodos: La adipogénesis se realizo mediante la incubacion preadipocitos
de raton de la linea celular 3T3.-L1 en presencia de un coctel de diferenciacion con
Rosiglitazona, Isobutil Xantina y Dexametasona, y se llevaron a cabo observaciones cada
dos dias en el periodo comprendido entre los 0y 10 dias. Posteriormente, se aplicaron dosis
de Rosiglitazona y Resveratrol y se realizaron nuevas observaciones hasta el dia 6 para
corroborar el efecto del Resveratrol.

Resultados y discusion: Los resultados obtenidos nos permitieron observar el efecto
lipolitico del Resveratrol sobre las células adiposas dado que la cantidad de triglicéridos
dentro de las mismas fue menor con respecto a las células diferenciadas y que no fueron
tratadas con éste. Esto puede ser causado por la capacidad del Resveratrol de estimular la
actividad de la Sirt 1 que a su vez provoca la inhibicion del PPARy.

Conclusiones: Estos trabajos nos permitirdn en el futuro desarrollar nuevas intervenciones
en el tratamiento de la obesidad y sus complicaciones.

Palabras clave: Resveratrol, Sirtruinas, Rosiglitazona, Adipocito, adipogénesis,
obesidad, diabetes tipo 2.
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Abstract

Introduction: The obesity it is one of the main risk factor for develop insulin resistance
and type 2 diabetes, one component of calorie restriction in mammals it is given by Sirtuins
proteins among them (SIRT 1), which have the capacity of inhibit the expression of the
genes control by the nuclear receptor PPARY, promoting the mobilization of the fatty acids
from the adipocyte and avoiding their storage.

Objective: The purpose of this work is to evaluate the capacity of Resveratrol (flavonoid
found in grape skin) as a lipolytic agent on adipose cells differentiated by Rosiglitazone.
Materials and methods: Fibroblast preadipocyte adipogenesis was carried out using
Rosiglitazona, incubating murine 313-L1 cells in the presence of a differentiation cocktail
of Rosiglitazone, Isobutil Xantine and Dexametasone, monitoring between days 0 to 10
of differentiation every two days. Subsequently doses of Resveratrol and Rosiglitazone
were added to each cells culture and followed up until day 6, to make sure the Resveratrol
effect. The triglycerides quantification was performed qualitatively by red oil stain and
quantitatively by isopropanol extraction and absorbance measurement at 510 nm.
Results and analysis: The results allowed us to see the Resveratrol lipolytic effect on the
adipocyte cells, because the amount of triglycerides was lower than the cultures differentiated
by Rosiglitazone. This could be caused by the Resveratrol capacity of stimulate the SIRT
1 activity, which also inhibit PPARY.

Conclusions: This kind of work will help in develop new interventions in the treatment
of the obesity and complications.

Key words: Resveratrol, Sirtruins, Rosiglitazone, Adipocyte, Adipogenesis, Obes-

ity, Diabetes type 2.

INTRODUCCION

Enlaactualidad,laobesidad sehaconvertido
en un problema de salud publica y un fac-
tor de riesgo para enfermedades como
diabetes, cdncer de prdstata, seno y colén,
enfermedades cardiacas e hipertensién
(1). Para entender la fisiopatologia de esta
enfermedad, es fundamental la compren-
sion de la fisiologia de la célula de grasa
tanto a nivel celular como molecular y asi
comprender las complicaciones que origina

la obesidad.

La obesidad constituye un problema de sa-
lud ptiblica tanto en Estados Unidos comoen
el resto del mundo, igualmente se presenta
en los paises propensos a la desnutricién.
A nivel mundial 1,1 billones de adultos su-
fren de sobrepeso y de ellos 312 millones
son obesos. Igualmente, esta enfermedad
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estd afectando a la poblacién infantil, y se
estima que hay unos 155 millones de ni-
fios con obesidad o sobrepeso. Una de las
complicaciones derivadas de la obesidad es
la diabetes; se estima que para el afio 2030 se
incremente en Estados Unidos y Canad4 el
numero de casos con diabetes en 72%, mien-
tras que en América Latina y el Caribe este
incremento esté en el orden del 148% (2).

Al tratar de contrarrestar las causas que in-
ducen enfermedades como la obesidad y la
diabetes, se podrdn disefiar estrategias que
conduzcan a estilos de vida que disminuyan
las complicaciones y secuelas que presentan
estas patologias.

El Resveratrol (3,4’,5-trans-trihydroxys-
tilbeno) es un compuesto fendlico que se
encuentra en la uva y en una variedad de
plantas medicinales. Este funciona comouna
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fitolexina que protege a las plantas contra
infecciones porhongos (3). Sinembargo, pue-
de tener otros efectos en células en cultivo,
tales como inhibir el ciclo celular e inducir a
la apoptosis via la ruta de sefializacién MAP
quinasa o por la inhibicién de las protefnas
involucradasenlatraduccién delas proteinas

3).

Otro efecto observado lo constituye la acti-
vacién delaSirt 1, promoviendo la moviliza-
cién de los dcidos grasos en los adipocitos
(3, 4), al igual que efectos antiinflamatorios,
antioxidantes y cardioprotectores (5).

Uno de los componentes de la restriccién
calérica en los mamiferos estd dada por la
proteinas Sirtruinas (que son deacetilasas de
Histonas dependientes de NAD"), entreellasla
Sirtruina 1 (Sirt 1), que tiene la capacidad de
inhibir la expresién de los genes controlados
por el receptor nuclear PPARg, promoviendo
la movilizacién de los dcidos grasos desde
el adipocito y evitando su almacenamiento

(4).

La activacién de Sirt 1 disminuye los ni-
veles de glucosa, aumenta la sensibilidad
de la insulina, incrementa el ntimero y la
funcién de las mitocondrias, disminuye la
adiposidad, aumenta la tolerancia al ejer-
cicio, y potencialmente disminuye el peso
corporal (6). Por otra parte, Sirt 1 permite
responder a los adipocitos a perturbaciones
en el metabolismo y en la regulacién de la
adiponectina (7).

Asi mismo, actiia sobre la biogénesis mito-
condrial reduciendolas especiesreactivas del
oxigeno (ROS) y previniendo el envejecimien-
to (8). También incrementa la resistencia al
estrés oxidativo en el corazén, mediante el
aumento delaactividad antioxidante a través
de enzimas como la catalasa; sin embargo, a
dosis altas puede producir cardiomiopatias
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porloquesuadministracién en estas terapias
antienvejecimiento debe ser cuidadosa (9).

El propésito de este trabajo es evaluar la
capacidad del Resveratrol como agente lipo-
litico en células adiposas diferenciadas con
Rosiglitazona.

METODOLOGIA

Linea celular. Se utiliz6 la linea celular de
fibroblastos (preadipocitos) de ratén 3T3L1
proveniente de la coleccién de cultivo tipo
americano (ATCC), obtenidaa partir de unex-
tracto continuo de 3T3, caracterizada por ser
células unipotentesy que tienenla capacidad
de expresar receptores de insulina y que han
sido ampliamente utilizadas como modelo
para el estudio de la adipogénesis (10).

Cultivo celular. Serealizé el cultivo delineas
celulares 3T3-L1 (preadipocitos de ratén) en
Medio Dulbeco Modificado (DMEM), Suero
Bovino Fetal (FBS) al 10% y Penicilinay Estrep-
tomicina al 1% y se incuban durante 48 horas
a una temperatura de 37°C y atmésfera con
95% de aire y 5% de CO,, formandose una
monocapa.

Posteriormente, se realizan subcultivos me-
diante una digestién enzimadtica con tripsina
0,25% y EDTA 0,04% durante 3 minutos en
incubadora de CO2 y se siembran 3 cajas de
cultivo celular por unas 48 horas para formar
nuevamente una monocapa de células hasta
alcanzar dos dias postconfluencia.

Diferenciacion celular. Para diferenciar
las células 3T3-L1 se agrega un coctel para
inducir la diferenciacién, que contiene 1uM
Rosiglitazona, 1uM de Dexametasona para
activar el factor de la transcripcién C/EBPB y
0.5 mM de Metil isobutil xantina, que incre-
menta los niveles de AMPc por inhibicién de
la fosfodiesterasa (11).
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Luego de 48 horas se cambia el medio de
cultivo + céctel de diferenciacién, por sélo
medio de cultivo + Rosiglitazona. Esto para
elmantenimiento delas célulasy eliminacién
de desechos.

Finalmente, se realizan observacionesalos0,
2,4,6,8y10dias después delaaplicacion del
coctel de diferenciaciény en estemomento se
afiaden 50 uM deResveratrol (4). Serealizaron
nuevas observaciones hasta el dia 6 para co-
rroborar el efecto del mismo.

Determinacion de triglicéridos. El proceso
delipogénesis enlos adipocitos fue valorado
mediantela cantidad de triglicéridos presen-
tes enlas células grasas por un método cuali-
tativo que consiste enla tincién de las células
conrojoaceite que colorealos triglicéridos (11)
y por un método cuantitativo (12) mediante
extraccién delipidos con5mldeisopropanol
para luego leer la absorbancia del extracto a
510 nm en un biofotémetro Eppendorf.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un test de Andlisis de Varianza
(Anova)ylasdiferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando el
valor de la media con error estdndar (sem+
< 0.05).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos nos permitieron
observar el efecto lipolitico del Resveratrol
sobrelas células adiposas, ya que la cantidad
de triglicéridos dentro de las mismas fue
menor conrespectoalas células diferenciadas
con Rosiglitazona y que no fueron tratadas
con el mismo (Figuras 1y 2).
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Dia 0

Tincion

Resveratrol

Figura 1. Efecto lipolitico del Resveratrol
con respecto a la Rosiglitazona a los
0, 4, 6 y 8 (tincién) dias.

Fuente: Datos de los autores.
CONCLUSIONES

En este estudio mostramos el efecto lipolitico
de Resveratrol en células diferenciadas
3T3-L1. Varias lineas de evidencia sugieren
que este compuesto es capaz de activar la
expresion de la proteina Sirt 1, la cual juega
un papel crucial en el metabolismo energético,
puesto que modula la expresion de la insu-
lina y la secrecién de la adiponectina; adipo-
citoquina que fortalece la sensibilidad a la
insulina (13,14).

Ennuestro experimento diferenciamos total-
mente las células 3T3-L1 y, posteriormente,
10 dfas post induccién, aplicamos 50uM de
Resveratrol. Luego de tefiir las células para
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cuantificar el contenido de triglicéridos, una
fuertereducciénen grasafue observadaenlas
células tratadas con Resveratrol. Este efecto
fue debido posiblemente a la activacién de
Sirtl que actia como un represor de genes
que dirigen la diferenciacion del adipocito y
el almacenamiento de dcidos grasos (4,15).

mitocondriales, incluyendolosinvolucrados
en la fosforilacion oxidativa (15).

Dado que el Resveratrol tiene multiples
blancos es dificil comprender del todo en
qué forma actiia sobre las Sirtruinas; una
posibilidad es que estabiliza la unién de un

2.5
2.25 1
5 -
8
2 E 175 -
e
& e 157
=
=8 125 -
T §
< ]
-
£ 9 _
£E< .75
)
5 7
25
0 —
Control Resveratrol Rosiglitazona

Figura 2. Cuantificacion de lipidos en cada célula diferenciada con el respectivo medicamento.
Rosiglitazona muestra tener una mayor concentracién de lipidos en la célula

en comparacién con el Resveratrol (¥) y el Control (°)

Estos resultados sugieren que la regulaciéon
positiva de esta proteina estimula la movili-
zaciéon de grasa en adipocitos 3T3-L1 to-
talmente diferenciados. Los mecanismos
que explican esta accién no estdn del todo
dilucidados; uno puede ser la capacidad
del Resveratrol de inducir la actividad de
la Sirt 1 como antes mencionamos, lo cual
promueve su activaciéon e inhibicién del
receptor nuclear PPARY; otra alternativa es
que incrementa la expresién de los genes
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péptido fluoroforo a la Sirtuina que es ne-
cesario para su activacién. Sin embargo, el
mecanismo deaccién por el cualel Resveratrol
y otros polifenoles acttian sobre Sirt 1 sigue
siendo desconocido (16).

Ha sido demostrado que Sirtl se une a los
sitios reguladores de genes dependientes
de PPARYy, que cumple un papel crucial en la
activacion de la adipogénesis y que ademds
Sirt 1 se une directamente a PPARY en adi-
pocitos maduros.
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La explicacién a esta hipétesis demostré
que Sirt 1 interactdia con un co-represor de
PPARy que posee actividad de-acetilasa de
histona y molecularmente genera represiéon
de la transcripcién de genes dependientes
de PPARy y que la actividad de-acetilasa de
histona dependiente de NAD* generada por
Sirtl no es suficiente para producir represiéon
de PPARY, lo cual repercute enla movilizaciéon
de grasa (4).

Algunos reportes indican que la utilizacién
de Resveratrol a través de la activaciéon de
Sirtl modula la funcién de PGC-1a, un co-
activador queinducebiogénesis mitocondrial
y activa genes comprometidos en grasa par-
da y termogénesis adaptativa, induciendo
potencialmente la actividad mitocondrial
e incrementando la tolerancia al frio; todos
estos efectos son dependientes de la funcién
de PGC-1a. (17,18).

Adicionalmente, estudios que profundicen
en la caracterizacién molecular de Sirt 1
podrian vislumbrar una via de conexién mo-
lecular entre el envejecimiento celular y la
regulaciéon metabdlica (19). Estos trabajos nos
permitirdn en el futuroutilizar el Resveratrol,
osusandlogos, paradesarrollar nuevasinter-
venciones en el tratamiento de los pacientes
con obesidad y sus complicaciones, tales co-
mo diabetes tipo 2 o resistencia a la insulina.
Esto la convierte en una molécula de interés
farmacoldgicodesumaimportanciayenespe-
cial porlos multiples blancos que posee, tales
como las enzimas catalasa, xantina oxidasa
y cicloxigenasa - 2 (7, 20, 21, 22).

Un ejemplo de esto lo constituye los efectos
citotéxicos que han sido encontrados en
lineas celulares Kp del tumor epidérmico na-
sofaringeo humano, al igual que su efecto
inhibitorio sobre la actividad de la xantina
oxidasa (21).
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Al tratar de contrarrestar las causas que in-
ducen la obesidad y la diabetes se podrdn
disefiar estrategias que conduzcan a estilos
de vida que disminuyan las complicaciones
y secuelas que presentan estas enfermedades,
y nuevas moléculas como el Resveratrol,
capaces de regular la actividad de proteinas
tan importantes dentro del metabolismo de
lipidos como Sirtl, merecen el enfoque de
amplias investigaciones.
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